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  肢帯型筋ジストロフィー  ( l imb  g i rd le  muscu lar  dys trophy  :  LGMD)は腰帯、
上肢帯、四肢近位部を中心に筋力低下・筋萎縮が進行性に起こる筋ジストロフィ
ーの総称である。そのうち 2A型（ LGMD2A）はカルパイン 3を原因遺伝子とした
常染色体劣性遺伝であり、本邦では LGMD の約 26%を占める頻度の高い疾患である。
LGMD2A は他の多くの筋ジストロフィーのように筋細胞膜や細胞外マトリック
スの蛋白質の欠損が原因ではなく、細胞内蛋白質分解酵素の機能異常を原因とす
る筋ジストロフィーであることが大きな特徴である。しかし、その細胞内の基質
はいまだ明らかにされていない。本研究はカルパイン３の酵素活性の低下が引き
起こす発症のメカニズムを明らかにすることを目的として２つの方法論からのア
プローチを試みた。  
 第一章では、肢帯型筋ジストロフィー 2A型に関するこれまでの知見とカルパイ
ン３の分子構造及び特徴とその局在が予想される筋原線維の構造を概説している。
カルパインは様々な生物種・組織で機能する Ca 2 +によって活性化される細胞内シ
ステインプロテアーゼである。神経変性、筋ジストロフィーなどの各種の疾患に
おいて、カルパインの関与が知られている。組織普遍的カルパインにはμ -及び
m-カルパインがある。一方、カルパイン３は組織特異的カルパインに分類され、
骨格筋に特異的な分子であり、Ca 2 +非依存性の強い自己消化活性をもつ。カルパ
イン３の分子構造は、カルパイン分子に共通する４つのドメインと、３つの特徴
的な挿入配列からなる。酵母ツーハイブリッド解析により、この挿入領域が巨大
弾性タンパク質タイチンの N2 領域及び M線と結合することが予測 (反町ら ,1995
年 )されていたが、カルパイン３の筋細胞における局在は不明のままであった。し
たがって、筋組織におけるカルパイン３の局在を決定することは疾患病態の理解
に重要であり、カルパイン３の基質未知分子の解明にもつながることが示されて
いる。  
 第二章では、筋細胞内におけるカルパイン３の局在を明らかにする免疫組織学
的方法の確立を述べている。カルパイン３は自己消化活性が極めて強く、市販の
抗カルパイン３抗体では免疫組織学的解析は不可能であった。そこで、N 末端 98
アミノ酸残基からなるカルパイン３の部分ペプチドを遺伝子組み換え体として発
現させ、これを免疫抗原にしてポリクローナル抗体を作製した。作製した抗体は
ウエスタンブロッティング法においてヒト正常骨格筋破砕物にある 94 KDaの全長
カルパイン３と、分解産物である 30 KDaの分子を検出した。市販の N末に対する
抗体を用いてこの抗体の特異性を調べるとバンドの位置は一致した。次にこの抗
体を用いてヒト正常骨格筋の免疫組織染色を行い、筋原線維縦断面を観察したと
ころ、二重線様の特徴的な特異染色像を得た。さらに筋細胞核にも染色を認めた。
筋線維タイプによってカルパイン３の染色強度に違いはなかった。より詳細な筋
線維内の局在を決定するために、ヒトグリセリン筋を用いて免疫染色を行った。1
本の筋原線維上においてカルパイン３の二重線の間隔が線維の伸展の度合いに応
1 
 じて広くなっていた。筋原線維上の位置をさらに正確に決定するために Z線に位
置するα -アクチニンおよび I帯と A帯の境界に抗原を持つタイチン  T11と、それ
ぞれカルパイン３との二重染色を行った。タイチン分子の N2 領域にカルパイン
３は局在していたが、過去に報告された M線への局在は認めなかった。次にカル
パイン３の筋細胞核局在の確認を進めた。マウス骨格筋から核膜を構成するラミ
ン Cを高度に濃縮した核画分を調製し、ウエスタンブロッティング解析を実施し
たところ、エピトープの異なる抗カルパイン３抗体で認識される 94 KDaの分子の
存在を確認した。以上の解析結果より、本研究で作製したカルパイン３抗体によ
り、カルパイン３が正常骨格筋において筋原線維 N2 領域及び核に局在すること
を初めて明らかにした。  
 第三章では、カルパイン３の細胞内局在が LGMD2A 患者によって違いがあるの
かについて、第二章で確立した方法を用いて凍結筋標本を解析した結果を述べて
いる。患者 1 及び 2 は、カルパイン３の活性調節ドメインであることが示唆され
ているドメイン I I I にホモザイガス変異を持つ。したがってカルパイン３の活性
に異常があると考えられた。ウエスタンブロッティング解析から患者 1のカルパ
イン３は対照の約 50%残存していたが、患者 2 のカルパイン３は検出されなかっ
た。これらの患者の筋標本のカルパイン３と核膜成分エメリンを二重染色した。
患者 1では、カルパイン３は対照と同様に筋原線維及び核の両方に局在したが、
筋原線維の等高線パターンは不規則であり、またカルパイン３陽性と陰性の核が
混在していた。一方、患者 2の筋原線維にはカルパイン３は検出されなかったが、
核が弱く染色されていた。このことから変性線維においては、患者 1の変異型カ
ルパイン３はタイチンに結合していることがわかった。したがってカルパイン３
が筋原線維に単に局在するだけでは筋線維を維持することはできないこと、カル
パイン３活性の低下は筋ジストロフィーを引き起こしていることを示唆しており、
筋原線維構造蛋白質の発現と機能が LGMD2Aの病態と密接な関係を持つことを示
した。また、カルパイン３の活性低下と連鎖する組織内の遺伝子の発現変化と、
筋細胞の壊死・再生との関連の解析は、重要な課題として位置づけられた。  
 第四章では、以上の結果を踏まえて、骨格筋特異的に発現する 4200遺伝子断片
が搭載された自製の cDNAマイクロアレイを用い、特に LGMD2Aに特徴的な筋病理
変化の形成に着目して LGMD2A骨格筋の遺伝子発現解析を行なった結果が示され
ている。 LGMD2A の骨格筋は初期に筋線維の壊死・再生変化を認める。中後期に
なると、分葉線維と呼ばれる筋原線維間網がひどく乱れた筋線維が多数出現する
ことが特徴である。分葉線維は酸化酵素染色［β -ニコチンアミドアデニンジヌク
レオチド  テトラゾリウムリダクターゼ  (NADH-TR)染 色］によって、分葉線維の
周囲に集積したミトコンドリア等が名前の由来通り葉状に濃染する。そこでまず、
遺伝学的に診断が確定している LGMD2A患者及び対照検体の骨格筋ヘマトキシリ
ン・エオジン染色及び NADH-TR染色標本を観察した。次いで筋病理の特徴に基づ
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き、壊死・再生線維群  (3例)、分葉線維群  (4例)の２つに分類した患者の遺伝子材
料について、 cDNA マイクロアレイ解析を行った。１検体につき２回ないし３回
の測定結果を平均化し、対照群 2 例の測定を加えた解析を行い、壊死・再生群と
分葉線維群との間で有意 ( t -検定； p <0.01)に変化した 455クローンを選択した。さ
らに対照群と分葉線維群との間でも遺伝子発現に有意差を示した 225 クローンよ
り、分葉線維群に特徴的な発現変化を示す 29遺伝子を同定した。そのうち、対照
群と比較して 18 遺伝子は分葉線維で発現が上昇し、その逆に 11 遺伝子は発現が
減少していた。発現が減少した遺伝子のうち、 6 遺伝子は RNA結合および蛋白質
代謝に関連する遺伝子であった。この結果は、正常から壊死・再生及び分葉線維
へと移行する際に、蛋白質合成の一部が抑制されうることを反映していると考え
られた。一方、発現の上昇した遺伝子には細胞骨格・筋原線維に関連する 4遺伝
子が含まれていた。そのうち筋原線維の Z 線に局在する PDZ and LIM domain 3 
(PDLIM3)やアクチン調節因子ゲルゾリン、アクチン収縮調節因子トロポニン I1
に関しては、ウエスタンブロッティング解析によって蛋白質量も増加しているこ
とを確認した。特にゲルゾリンは、正常筋と比較して壊死・再生期に発現が３分の
１に減少するが、分葉線維期においてはその逆に正常筋に比べて 3.6倍上昇してい
た。骨格筋の免疫組織学的解析から、ゲルゾリンは壊死線維の細胞質及び周囲に
非常に強く検出された。一方、分葉線維では筋線維周囲と細胞質にびまん性に存
在していた。ゲルゾリンは重合核形成によるアクチン線維伸長の促進、アクチン
線維の切断、及びその末端の保護という３つのアクチン重合調節機能を持つ。ゲ
ルゾリンによってアクチンの重合・脱重合が厳密に調節される。したがってゲル
ゾリンの過剰な状態では、局在部位におけるアクチンの重合が阻害されやすくな
り、細胞におけるアクチン線維構築時に障害が起こる可能性が示された。以上の
結果より、本研究は LGMD2A に特徴的である分葉線維の形成に関連する分子群
とその発現量の変化について、初めて明らかにしたものである。  
 第五章では本研究の成果を総括して考察し、今後の展望を示している。今後、
カルパイン３のノックアウト細胞あるいは骨格筋細胞を対象にして、本研究で明
らかになった LGMD2Aの病態に関連する分子の機能抑制系あるいは強制発現系を
構築し、病態や発症の仕組みなどについて探求を進める道が拓けた。  
 以上をまとめると、本研究は、カルパイン３が筋原線維の N2A領域及び核に局
在すること、LGMD2Aに特徴的な分葉線維において有意な発現変化を示す 29 遺伝
子の存在を明らかにした。これらは、 LGMD2A の分子基盤に関する新たな知見で
あり、難病である本疾患の病態解明や新たな治療原理の追求につながる成果であ
る。  
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